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La presenza di inclusioni neuronali è una caratteristica anatomopatologica di 
un ampio numero di malattie neurodegenerative come la Malattia di Parkinson 
(MdP). Questi inclusi, noti anche come corpi di Lewy, sono stati descritti come 
aggregati citoplasmatici neuronali eosinofili che si possono distinguere in base alla 
sede di localizzazione ed alle caratteristiche  strutturali in una forma classica ed una 
corticale. I classici corpi di Lewy sono localizzati a livello del tronco encefalico e 
del proencefalo e presentano un core denso circondato da un alone pallido. 
Gli inclusi corticali sono presenti nel telencefalo, presentano un aspetto 
uniforme senza differenza tra le regioni esterne e quelle centrali e sono debolmente 
eosinofili. 
Attualmente alcune ricerche propongono che le due forme siano in realtà 
stadi di diversa maturazione e che i corticali siano la forma più immatura che 
naturalmente evolve verso la forma classica con il progredire del danno cellulare. 
Queste ipotesi sono fondate sullo studio dei meccanismi di formazione delle 
inclusioni neuronali che chiamano in causa il sistema ubiquitina-proteasoma (UP), 
una delle principali vie per la degradazione di proteine anomale, mutate od 
eccessivamente espresse. Il mancato funzionamento del sistema UP anche in 
maniera parziale è in grado di determinare un accumulo di proteine nel citosol 
cellulare che, aggregandosi, formano le inclusioni o corpi di Lewy. La presenza di 
proteine appartenenti al sistema UP ed enzimi associati allo stesso, all’interno degli 
inclusi neuronali conferma il ruolo chiave di questo sistema, come evidenziato 
anche in studi post-mortem.  
Gli studi condotti dal nostro gruppo su modelli animali trattati con 
metanfetamina (MA) hanno permesso di osservare la formazione di inclusioni 
neuronali citoplasmatiche a livello della substantia nigra. Al fine di indagare questo 
fenomeno in maniera più approfondita abbiamo condotto una serie di ricerche su 
modelli in vitro. 
La prima parte del progetto ha previsto una serie di esperimenti pilota che 
hanno permesso di individuare la dose di MA e il tempo d’esposizione ottimali 
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 ottenendo la maggior quantità di cellule con inclusi e il maggior numero di inclusi 
per cellula.  
Gli studi condotti successivamente hanno confermato una correlazione tempo 
dipendente nel numero degli inclusi e nella loro ultrastruttura.  
Questo dato ha permesso di stabilire una progressione nell’evoluzione della 
formazione dell’incluso che passa da un aspetto multimembranale concentrico ad 
una fase intermedia, in cui si osserva una progressiva fusione delle membrane in 
senso centrifugo, fino a perdere la conformazione membranosa del core, ottenendo 
un aspetto analogo ai corpi di Lewy. 
Questo dato conferma l’evoluzione dinamica degli inclusi che sono soggetti a 
modificazioni sia morfologiche strutturali. 
La seconda parte ha permesso di confermare, anche in vitro, la positività per 
antigeni specifici dei corpi di Lewy, come α-sinucleina e ubiquitina. Questo è stato 
effettuato su diversi stadi di maturazione dell’incluso, dopo frazionamento per 
mezzo di centrifugazione differenziale. 
Infine sono stati effettuati studi di immunoblotting per valutare la presenza ed 
una eventuale variazione di espressione dell’ubiquitina e dell’α-sinucleina nelle 
varie frazioni.  
Questo ampio progetto di ricerca ha confermato quindi che la MA induce la 
formazione di inclusioni citoplasmatiche in cellule PC12 in maniera dose e 
tempodipendente. Inoltre le formazioni ottenute presentano una immunopositività 
per i markers osservati negli inclusi presenti nelle malattie neurodegenerative e ne 
indicano una evoluzione morfologica e strutturale, indicando che sono prodotte da 
un meccanismo patogenetico comune in cui è coinvolta l’attività del sistema UP. 
 II
 1. INTRODUZIONE 
LA MALATTIA DI PARKINSON COME MODELLO DI 
MALATTIA CON INCLUSI NEURONALI 
 
La Malattia di Parkinson (MdP) si caratterizza per essere una patologia 
neurodegenerative ad esordio tardivo (60 anni di media), ad andamento progressivo 
con un ampia varietà di sintomi motori. Dal punto di vista neuroanatomico tale 
quadro risulta determinato dalla perdita selettiva di neuroni dopaminergici nella 
pars compacta della substantia nigra (SNpc) e dalla presenza di specifiche 
inclusioni neuronali chiamate corpi di Lewy. In questa patologia gli inclusi sono 
distribuiti sia a livello dei neuroni dopaminergici della SNpc e del tegmento 
ventrale, che a livello dei neuroni noradrenergici del locus ceruleus, di quelli 
adrenergici della medulla e dei neuroni serotoninergici dei nuclei del rafe, oltre che 
in alcuni neuroni colinergici (Pollanen et al., 1993). 
Quantunque le forme familiari della Malattia di Parkinson siano piuttosto rare 
la presenza di specifici geni coinvolti nella patogenesi del disturbo ha ulteriormente 
ampliato il campo d’indagine. E’ stato messo in evidenza il ruolo svolto da fattori 
ambientali quali gli agenti pesticidi che, attraverso la loro azione inibente il sistema 
mitocondriale e più specificatamente la catena respiratoria, possono determinare 
uno stress ossidativi in grado di danneggiare la cellula nervosa. Ultimamente alcuni 
studi hanno evidenziato come la dopamina stessa, se in eccesso, possa determinare 
un danno neuronale e la formazione di inclusioni neuronali analoghe a quelle 
osservate nella Malattia di Parkinson. 
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 La presenza di questi inclusi neuronali rappresenta uno dei punti cruciali 
nello studio di questa patologia.  
I corpi di Lewy sono inclusioni citoplasmatiche debolmente eosinofile, 
descritte per la prima volta nel 1912 da Friederich Lewy da cui prendono il nome, 
il quale osservò queste strutture a livello del nucleo basale del Maynert e del nucleo 
motore dorsale del vago, in pazienti affetti da Parkinson idiopatico (Lewy, 1912). 
Successivamente i corpi di Lewy sono stati riscontrati in diverse regioni cerebrali 
in varie patologie neurodegenerative.  
La presenza di corpi di Lewy e la contemporanea perdita neuronale a livello 
della substantia nigra pars compacta  sono caratteristiche patologiche tipiche della 
Malattia di Parkinson (MdP). In questa patologia gli inclusi sono distribuiti sia a 
livello dei neuroni dopaminergici della SNpc e del tegmento ventrale, che a livello 
dei neuroni noradrenergici del locus ceruleus, di quelli adrenergici della medulla e 
dei neuroni serotoninergici dei nuclei del rafe, oltre che in alcuni neuroni 
colinergici (Pollanen et al., 1993). Nonostante i corpi di Lewy rappresentino un 
marker molecolare caratteristico della MdP, esistono casi di Parkinson in cui non si 
osservano inclusi.  
I corpi di Lewy sono stati classicamente descritti come singole o multiple 
inclusioni citoplasmatiche neuronali eosinofile, caratterizzate da diversa grandezza 
e forma in base all’area cerebrale in cui sono localizzati, con un core elettrondenso 
e un alone pallido circostante (Forno, 1996).  
Al microscopio elettronico sono stati più precisamente identificati 2 tipi 
distinti di corpi di Lewy: uno “classico” e uno “corticale” (Roy and Wolman, 
1969); i primi sono tipici dei neuroni catecolaminergici e di quelli colinergici del 
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 tronco encefalico e del proencefalo, mentre quelli di tipo corticale si trovano 
soprattutto nel telencefalo. 
I corpi di Lewy classici al microscopio ottico appaiono come inclusioni 
rotondeggianti con un core denso circondato da un alone pallido (Forno, 1996). 
Ultrastrutturalmente risultano costituiti da una componente granulare e una 
fibrillare. Il materiale granulare si trova concentrato nel core elettrondenso, mentre 
i filamenti si irradiano dal centro verso la periferia.  
Gli inclusi di tipo corticale, invece, appaiono al microscopio ottico come 
corpi con una densità uniforme, debolmente colorati. Al microscopio elettronico 
sembrano essere costituiti quasi totalmente da materiale fibrillare che si dispone in 
senso circolare o ovale, meno elettrondenso rispetto a quelli definiti “classici” (Roy 
e Wolmann, 1969). 
Tuttavia, la caratteristica comune che permetteva di evidenziare tali strutture 
come corpi inclusi era che entrambi apparivano debolmente positivi dopo 
colorazione con ematossilina ed eosina indipendentemente dalla loro forma o 
localizzazione. 
Recenti studi hanno mostrato caratteristiche biochimiche comuni, come ad 
esempio la presenza di ubiquitinazione e proteolisi, che hanno cambiato il concetto 
di corpi inclusi, i quali non sono più considerati come strutture statiche, ma 
strutture dinamiche che vanno incontro a modificazioni sia morfologiche che 
strutturali (Forno, 1996; McNaught et al., 2002). 
Pertanto, secondo alcune ipotesi più recenti, gli inclusi pallidamente 
eosinofili rappresenterebbero una forma precoce dei corpi di Lewy che 
evolverebbero poi a strutture più compatte fino a trasformarsi nei classici Lewy 
body (Gai et al., 2000). 
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 I corpi di Lewy ontengono proteine quali l’ubiquitina, alcune proteine 
correlate al sistema ubiquitina proteasoma (Liu et al., 2002) e l’α-sinucleina 
(Spillantini et al., 1997) che, pur non facendo parte del sistema ubiquitina-
proteasoma, interagisce come substrato con l’ubiquitina. In particolari condizioni 
ovvero in caso di un eccesso di proteine sia normali che alterate o di un 
deterioramento dell’attività del sistema UP, si può determinare un accumulo di 
proteine all’interno della cellula che porta alla formazione di inclusi (Sherman and 
Goldberg, 2001). 
 
2. α -SINUCLEINA 
L’ α -sinucleina  risulta infatti essere uno dei marker immunologici più 
specifici dei corpi di Lewy poiché si ritrova con maggior frequenza rispetto 
all’ubiquitina e la mutazione del gene dell’a-sinucleina è presente nelle forme rare 
di malattia di parkinson familiare.  
L’α-sinucleina è una proteina costituita da 140 aminoacidi, ampiamente 
distribuita in tutte le aree cerebrali, costituituendo circa lo 0,5 – 1% di tutte le 
proteine citoplasmatiche presenti. 
L’estremità N-terminale è caratterizzata da 6 sequenze ripetute, non 
perfettamente conservate, che, quando si legano a molecole lipidiche, assumono 
una struttura secondaria ad α-elica (Kahle et al., 2002). 
La regione centrale idrofobica, chiamata NAC (non-amyloid component), 
riveste un ruolo essenziale nell’aggregazione, come infatti si osserva per la β-
sinucleina, che manca degli amminoacidi in posizione 73-83 della regione NAC e 
per l’α-sinucleina mutata (Giasson et al., 2001). 
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 Sebbene il ruolo dell’α-sinucleina non sia ad oggi completamente chiarito, 
dati recenti indicano che tale proteina sia  implicata nei fenomeni di plasticità 
sinaptica e nei fenomeni di trafficking di vescicole sinaptiche, con particolare 
riguardo al trasportatore presinaptico della dopamina (DAT) (Lee et al., 2001). 
L’α-sinucleina sembra pertanto necessaria per la genesi, la localizzazione e il 
mantenimento di alcune vescicole presinaptiche (Shults, 2006).  
L’α-sinucleina presenta tre possibili conformazioni una ad α-elica, una 
distesa e una fibrillare (Kahle et al., 2002).  
Condizioni particolari, come l’aumento della sua concentrazione, la 
temperatura elevata o un valore basso di pH, possono favorire l’aggregazione in 
fibrille. Il processo di fibrillazione passa attraverso una fase intermedia con 
formazione di protofilamenti di 6-8 nm di diametro, in cui l’α-sinucleina tende ad 
assumere una struttura a foglietti β. Successivamente si aggrega a formare fibrille 
mature di diametro superiore a 10 nm. Tali strutture sono tipiche delle fibrille 
amiloidi (Mouradian, 2002), del tutto simili a quelle isolate nei campioni cerebrali 
di pazienti con MdP (Hashimoto et al., 1998; Giasson et al., 1999). 
Le protofibrille, che contengono strutture a foglietto β, sembrano essere 
responsabili dell’effetto neurotossico in quanto legherebbero più strettamente le 
vescicole fosfolipidiche, tanto da penetrare all’interno distruggendole e liberando il 
loro contenuto di DA all’interno del terminale sinaptico (Brandls, 2006). 
Le tre mutazioni genetiche puntiformi del gene per l’α-sinucleina associate ad 
altrettante forme di Parkinson genetico ereditario consistono rispettivamente nella 
sostituzione di una alanina al posto di una treonina in posizione 53 (A53T) 
(Polymeropoulos et al., 1997), nella sostituzione di una alanina al posto di una 
prolina (A30P) (Kruger et al., 1998) e nella sostituzione di una glutamina al posto 
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 di una lisina (E46K) (Zarranz et al., 2004). Clinicamente pazienti che hanno queste 
mutazioni presentano una forma di parkinsonismo che risponde al trattamento con 
L-DOPA, con insorgenza precoce e presenza di corpi di Lewy. 
Mentre a condizioni normali il sistema UP degrada l’α-sinucleina, le 
isoforme mutate sono più resistenti (Bennett et al., 1999), incrementando così la 
tendenza della proteina alla fibrillazione. 
Sebbene i casi di Parkinson dovuti a mutazioni di α-sinucleina siano molto 
rari, questa proteina rappresenta la componente fibrillare maggiormente 
rappresentata negli inclusi nella Malattia di Parkinson sia nella forma ereditaria sia 




 3. IL SISTEMA UBIQUITINA-PROTEASOMA 
 
La degradazione delle proteine è uno dei meccanismi essenziali per la 
regolazione dei livelli delle proteine coinvolte nei processi fondamentali  come il 
ciclo cellulare, lo sviluppo e la crescita, la trascrizione, la trasmissione del segnale 
(DeMartino e Massacra, 1999). In più, la degradazione delle proteina appare essere 
un meccanismo di difesa fondamentale contro le proteine dannose per la cellula 
stessa, l'accumulo delle quali potrebbe compromettere la funzione e la vitalità 
cellulare. Il sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) è una delle vie coinvolte nella 
degradazione di proteine danneggiate od in eccesso. 
La scoperta nella prima metà degli anni 40 che le proteine sono 
costantemente sottoposte ad un processo di degradazione e sintesi, come 
brillantemente dimostrato da Rudolf Scheonheimer nel 1942 mediante l’utilizzo di 
aminoacidi 15N-marcati, ha aperto il campo alle indagini sui meccanismi di 
protezione cellulare. 
Esiste infatti una correlazione diretta tra la percentuale di proteine 
danneggiate e l’esposizione a condizioni ambientali definite stressanti quali la 
temperatura elevata, i radicali liberi o metalli pesanti (Sherman and Goldberg, 
2001). Le proteine, una volta danneggiate, possono alterare la normale fisiologia 
cellulare od aggregarsi e precipitare all’interno della cellula stessa. Per proteggersi 
da eventuali danni la cellula ha elaborato pertanto diversi meccanismi per prevenire 
l’aggregazione di proteine alterate, per ripararle, o se non è possibile, per 
idrolizzarle a semplici amminoacidi. 
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 A distanza di circa 30 anni dagli studi di Scheonheimer, Poole (Poole et al., 
1977) dimostrò l’esistenza di un sistema proteolitico non lisosomiale, appunto il 
Sistema Ubiquitina-Proteasoma (UP). 
 
3.1 L’UBIQUITINA 
La degradazione delle proteine cellulari tramite il sistema UP richiede la 
poliubiquitinizazione ovvero che le proteine siano marcate con catene di ubiquitina, 
che si legano ad un residuo di lisina presente sul substrato proteico mediante un 
legame isopeptidico  
L’ubiquitina è una piccola proteina (8,5 kDa) altamente conservata, presente 
in tutte le cellule eucaristiche; questa proteina viene attivata dall’enzima E1 
(enzima attivante l’ubiquitina), determinando la formazione di un legame tioestere 
tra un gruppo sulfidrilico di un residuo di cisteina dell’enzima e il gruppo 
carbossilico di una glicina presente all’estremità C-terminale dell’ubiquitina, 
questo legame richiede l’idrolisi di una molecola di ATP. 
L’ubiquitina attivata viene poi trasferita ad uno dei numerosi enzimi E2 
(enzimi di coniugazione) per mezzo di un ulteriore legame tioestere.  
L’enzima E3 (proteina-ubiquitina ligasi) catalizza la formazione di un legame 
covalente tra l’ubiquitina attivata e il gruppo amminico della catena laterale di una 
lisina sulla proteina bersaglio. 
La successiva coniugazione di altre molecole di ubiquitina genera una catena 
di poliubiquitina che viene riconosciuta dalla subunità 19S del proteasoma e 
degradata dal complesso catalitico 20S, il quale scinde la proteina in piccoli 
frammenti peptidici con un processo ATP dipendente. E’ necessario che almeno un 
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 minimo di 4 molecole di ubiquitina siano presenti sulla proteina bersaglio perché 
avvenga il riconoscimento da parte del proteasoma. Al termine del processo 
degradativo la catena di poliubiquitina viene idrolizzata dall’enzima ubiquitina C-
terminale idrolasi-L1 (UCH-L1) a monomeri di ubiquitina, che possono così essere 
riutilizzati.  
Esistono diversi tipi di enzimi E3, ognuno dei quali è in grado di legare 
specificatamente le proteine bersaglio, e sembra che proprio questa specificità sia 
alla base della selettività dell’ubiquitinazione e del riconoscimento dei substrati. 
 
 
3.2 STRUTTURA E COMPONENTI DEL PROTEASOMA 26S 
Il proteasoma è presente nel citoplasma, nelle regioni perinucleari e nucleari 
di tutte le cellule eucariotiche. 
Il proteasoma 26S è costituito da un core catalitico, il proteasoma 20S, e da 
una o due subunità 19S che svolgono un’attività regolatoria. L’unità 20S è a sua 
volta formata da 28 subunità suddivise in 4 anelli eptamerici che vanno a formare 
una struttura cilindrica cava all’interno della quale avviene la proteolisi. I due anelli 
più interni sono composti da 7 subunità β e presentano sulla loro superficie interna 
3 differenti siti catalitici: simil-chimotripsina, simil-tripsina e peptidil glutamil 
proteasi dove viene svolta l’attività catalitica. 
I due anelli esterni sono invece formati da 7 subunità α e servono per ancorare 
l’unità regolatoria 19S.  
Il complesso di regolazione 19S assolve ad almeno 3 funzioni ATP 
dipendenti (Betarbet et al., 2005): 
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   controllare l’apertura di un canale a livello dell’anello esterno permettendo 




  Permette la linearizzazione della proteine facilitandone l’ingresso nel 
canale del proteasoma 
  elimina le catene di poliubiquitina dal substrato  
Il complesso 19S determina inoltre la specificità verso il substrato, è infatti 
responsabile del riconoscimento delle proteine ubiquinate e possiede un sistema di 
attivazione e regolazione del proteasoma stesso.  
Tutti questi processi sono ATP-dipendenti come confermato dalla presenza di 
6 siti ATPasici che provvedono all’idrolisi di ATP (Betarbet et al., 2005). 
 
3.3 RUOLO DEL SISTEMA UP NELLA MALATTIA DI PARKINSON 
Il coinvolgimento del sistema UP sia nella patogenesi della MdP è ormai 
descritto da un folto numero di pubblicazioni scientifiche ed è confermato anche 
dalla presenza, nei corpi di Lewy, di proteine appartenenti a questo sistema come 
l’ubiquitina, ed enzimi ad esso correlati come la parkina, l’α-sinucleina e l’enzima 
UCH-L1. 
La formazione di aggregati è infatti il risultato di una condizione di 
malfunzionamento del sistema UP che, non riuscendo a degradare le proteine 
anomale o mutate, ne causa un accumulo a livello citoplasmatico (Sherman and 
Goldberg, 2001, Johnston et al., 1998). 
I fattori  che possono determinare questa alterazione delle capacità 
degradative del sistema UP sono molteplici e possono essere schematizzati nel 
seguente prospetto: 
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 • Mutazioni genetiche di proteine correlate al sistema UP: 
o parkina  
o UCH-L1  
o α-sinucleina  
• Metabolismo ossidativo della dopamina 
• Processi tossici: 
o Stress ossidativo 
o Tossine  
Due mutazioni genetiche sono associate a proteine direttamente implicate nel 
sistema UP e responsabili di Parkinson ereditario (Dawson and Dawson, 2003) e 
riguardano il gene per la parkina e quello per UCH-L1.  
La forma autosomica recessiva giovanile di Parkinson (AR-JP), una delle 
forme familiari più comuni, fu inizialmente descritta in un gruppo di pazienti 
giapponesi (Kitada et al., 1998). I soggetti presentavano un esordio precoce con 
una disabilità motoria sensibile al trattamento con levodopa. Dal punto di vista 
anatomopatologico la malattia si caratterizzava per la presenza di degenerazione 
dei neuroni DA a livello della substantia nigra, del locus coeruleus e per l’assenza 
di corpi di Lewy. Inoltre, la  parkina, che viene normalmente espressa nei neuroni 
(Solano et al., 2000), è assente nell’encefalo di pazienti con AR-JP (Shimura et al., 
1999). Una serie di delezioni e mutazioni puntiformi nel gene della parkina sono 
state riscontrate in circa il 50% dei pazienti affetti da AR-JP.  
La parkina è un residuo di 465 aminoacidi, una proteina di circa 52KDa con 
un dominio legante l’ubiquitina nella regione amminoterminale e due motivi RING 
finger nella porzione carbossiterminale. La maggior parte delle mutazioni 
puntiformi identificate risiedono nei domini RING-IBR-RING della parkina, 
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 suggerendo che questa regione abbia un ruolo fondamentale per il funzionamento 
della proteina stessa. La parkina è stata identificata come una proteina ligasi 
dell’ubiquitina (E3) che agisce insieme ad un enzima di coniugazione 
dell’ubiquitina (E2s). il dominio RING finger sembra essere coinvolto nel 
reclutamento della componente E2 durante il processo di ubiquitinazione, mentre la 
porzione legante l’ubiquitina sembra svolgere un ruolo di facilitazione nel 
trasferimento dei substrati poliubiquitinati all’UPS. Le mutazioni associate alle 
forme familiari di malattia hanno evidenziato una perdita della capacità di legame 
della parkina stessa agli enzimi UBCH7 e UBCH8 e una riduzione della sua attività 
come ligasi E3 (Imai and Takahashi, 2000 and Shimura et al., 2001) . Proprio 
questa riduzione della capacità enzimatica sembra essere responsabile dello 
sviluppo della MdP in questa forma giovanile anche se studi recenti hanno 
evidenziato una sua interazione con altri sistemi proteici come quelli correlati alle 
heat shock proteins, in particolare al complesso hsc70 (Imai et al., 2002), coinvolti 
nelle risposte ad eventi di stress cellulare .  
In questi ultimi anni sono stati proposti alcuni modelli animali per lo studio 
della parkina, due in particolare: un modello di topo mutante non esprimente 
parkina  (Goldberg et al., 2003) e un modello analogo di Drosophila (Greene et al., 
2003). 
Questi due modelli hanno però lasciato alcuni dubbi sul funzionamento della 
parkina. Nel modello di topo non si sono osservate variazioni delle capacità motori, 
variazioni della morfologia o perdita dei neuroni DA a livello della SN, sebbene 
Golberg e coll. Abbiano evidenziato un aumento dei livelli di DA extracellulare a 
livello dello striato ed una riduzione nell’ eccitabilità dei neuroni striatali 
suggerendo un possibile ruolo della parkina nella regolazione dopaminergica. Nel 
 14
 modello di Drosophila, pur non presentando quegli aspetti distintivi del Parkinson 
giovanile, gli Autori osservavano una sopravvivenza ridotta, dei difetti motori con 
riduzione della capacità di volo e sterilità nel maschio. Questi ultimi due aspetti 
ovvero la degenerazione muscolare e la ridotta funzionalità degli spermatozoi sono 
correlati ad un danno del funzionamento mitocondriale che potrebbe essere 
responsabile dell’AR-JP.  
Ulteriori studi hanno indagato quali fossero le proteine substrato della 
parkina, partendo dall’ipotesi che la parkina mutante determinasse un accumulo di 
uno o più substrati e che questi potessero a loro volta determinare un danno a 
livello dei neuroni DA. Uno dei substrati ubiquitinati dalla parkina è la proteina 
relativa al controllo della divisione cellulare (CDCrel1) (Zhang et al., 2000) , una 
proteina associata alle vescicole sinaptiche di circa 44KDa. CDCrel1 ha un ruolo 
nel rilascio delle vescicole sinaptiche e le mutazioni della parkina possono 
modificare questo suo ruolo modificando il rilascio della DA (Dawson and 
Dawson, 2003). Un’altra proteina substrato della Parkina è il recettore simil-
endoteliale associato alla parkina (Pael) (Imai et al., 2001), un polipeptide 
transmembrana associato a proteina G. Questo recettore quando è sovra-espresso 
assume una forma alterata, diventando insolubile e formando aggregati. In 
condizioni normali la parkina promuove la degradazione di questa proteina 
insolubile tramite ubiquinizzazione con il coinvolgimento di due E2s, la UBC6 e 
UBC7, localizzate a livello del reticolo endoplasmatico. Nei pazienti affetti da AR-
JP si è osservato un accumulo di recettore Pael insolubile a livello cerebrale 
(Dawson and Dawson, 2003).     
La mutazione del gene per l’idrolasi  ubiquitina carbossi terminale (UCH-L1) 
è stata invece identificata in due fratelli tedeschi (Leroy et al., 1998) che 
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 presentavano una forma ereditaria autosomica dominante di Parkinson 
caratterizzato dalla presenza di inclusioni. Questa mutazione (Ile93M) nel gene 
UCH-L1 determina una riduzione del 50% dell’attività catalitica, che implica una 
riduzione dei processi di ubiquitinazione e una ridotta capacità di eliminazione 
delle proteine mutate. L’accumulo stesso di alcune proteine può essere di per sé 
tossico infatti, mutazioni autosomiche recessive dell’ UCH-L1 nei topi non 
provocano morte dei neuroni dopaminergici ma determinano una  sindrome 
chiamata distrofia assonale del nucleo gracile (GAD). Questa patologia si 
caratterizza per una degenerazione assonale del nucleo gracile e dei fascicoli gracili 
nel midollo spinale che determina una sintomatologia caratterizzata da atassia 
sensoriale nelle fasi precoci ( con esordio dopo circa 80 giorni dalla nascita) a cui 
segue tremore, difficoltà nel movimento ed atrofia muscolare degli arti posteriori 
determinando morte dell’animale dopo al massimo 5-6 mesi. Questo dato evidenzia 
come il modello animale non rispecchi completamente il modello umano, 
indicando un probabile coinvolgimento di altre vie nei pazienti affetti da questa 
forma di parkinson genetico, dove sono presenti altri fattori coinvolti nella 
patogenesi della malattia. 
Come menzionato precedentemente, all’interno delle inclusioni neuronali si 
trova ampiamente espressa l’ α-sinucleina. La presenza di α-sinucleina, ubiquitina 
ed altre subunità del protesoma nei corpi di Lewy conferma il ruolo di queste 
proteine nello sviluppo della malattia stessa, infatti se da un lato l’inibizione del 
proteasoma determina in modelli cellulari la formazione di aggregati positivi per 
l’α-sinucleina dall’altro lato alcuni studi evidenziano come non vi sia un aumento 
dei livelli totali di α-sinucleina in colture cellulari sottoposte a trattamenti che 
inibiscono l’attività del proteasoma stesso. È ormai un dato assodato che 
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 un’alterazione genica in grado di determinare un aumento dei livelli di α-
sinucleina, sia nella forma mutata che nella forma normale,  può inibire l’attività 
del proteasoma determinando così un accumulo di proteine alterate.  
 Inoltre è stato dimostrato che l’aumentata espressione di α-sinucleina, come 
nel caso di una triplicazione genica, è in grado di determinare la comparsa della 
malattia di Parkinson (Singleton, et al. 2003). 
Nella SNpc sono stati rilevati alti livelli di stress ossidativo già in condizioni 
fisiologiche, e nei neuroni dopaminergici di pazienti affetti da MdP, questa 
condizione risulta aumentata. Il principale responsabile degli alti livelli di stress 
ossidativo nei neuroni dopaminergici è il metabolismo della DA (Sulzer, 2001). 
Infatti la degradazione di questo neurotrasmettitore da parte dell’enzima 
monoaminossidasi (MAO) produce perossido d’idrogeno (H2O2) che porta in primo 
luogo ad un incremento nella formazione di glutatione ossidato (GSSG) e in 
presenza di alti livelli intracellulari di ferro, normalmente riscontrabili nella SNpc, 
porta alla formazione di radicali idrossilici e anioni superossido altamente tossici. 
L’aumento di stress ossidativo può anche essere causato da fattori ambientali 
come l’esposizione a pesticidi come il rotenone, a neurotossine come l’MPTP, o a 
sostanze d’abuso come le anfetamine. 
Lo stress ossidativo provoca ossidazione di proteine, lipidi e DNA ed 
esaurisce le molecole antiossidanti come glutatione ridotto; può contribuire ad un 
danno del sistema proteolitico UP, il quale a sua volta determina nella cellula un 
aumento di proteine alterate che sono dannose per la cellula stessa (McNaught et 
al., 2002). 
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 Le catecolammine sono rapidamente ossidate in presenza di Fe2+ in 
metaboliti altamente reattivi come i DA-chinoni (DAQ), i quali possono legare 
covalentemente diverse proteine, quindi svolgere un’azione potenzialmente tossica. 
La cellula neuronale possiede diversi meccanismi per mantenere inalterati i livelli 
di DA endogeni. La DA viene in gran parte immagazzinata in vescicole sinaptiche, 
una piccola parte viene metabolizzata dalle MAO e trasformata in DOPAC. 
Se la quantità di DA è troppo elevata, il trasportatore per la dopamina (DAT) 
inverte la direzione di trasporto, riversando il neurotrasmettitore verso l’esterno del 
neurone, nel vallo sinaptico. I DAQ che si formano possono essere inattivati dal 
glutatione, un antiossidante endogeno. 
Se, nonostante tutti questi meccanismi di controllo, i DAQ reagiscono con 
proteine citosoliche come l’α-sinucleina, si generano addotti DAQ-α-sinucleina. 
Questi sono in grado di inibire la conversione di protofibrille di α-sinucleina, 
tossiche, in fibrille non tossiche (Conway et al., 2001),determinando così un 
meccanismo protettivo autofagico, che consiste nella formazione di granuli di 
neuromelanina nella SNpc (Sulzer, 2001). 
Mentre questi processi sono sufficienti a salvaguardare l’integrità dei 
neuroni, in pazienti che presentano MdP, si osserva come l’α-sinucleina 
danneggiata dai DAQ si aggreghi in protofibrille che vanno a costituire i corpi di 
Lewy (Sulzer, 2001). 
 18
 4. MODELLI SPERIMENTALI DI INCLUSIONI IN VITRO 
 
Le colture cellulari possono essere di due tipi: primarie o secondarie. Le 
colture cellulari primarie sono ottenute da tessuti animali normali o da embrioni e, 
in genere, necessitano di una superficie su cui crescere in aderenza. Una volta 
messe in coltura, la maggior parte di queste cellule cresce per un periodo limitato di 
tempo, prima di cessare spontaneamente la crescita ed entrare in una fase di morte 
cellulare. 
Le colture cellulari secondarie derivano da colture primarie. Si ottengono da 
cellule che hanno acquisito la capacità di crescere indefinitamente in conseguenza 
di modificazioni genetiche casuali, e qualche volta compaiono spontaneamente 
nelle colture. Queste colture, come quelle ottenute da cellule tumorali hanno una 
durata di vita indefinita e sono definite linee cellulari.  
La coltura cellulare rispetto all’animale in toto offre dei vantaggi. In primo 
luogo permette un semplice e preciso controllo della dose e del tempo di 
esposizione agevolando notevolmente studi tempo e dose dipendenti. Inoltre 
consente di analizzare con un modello semplice ed omogeneo, meccanismi 
biochimici complessi.. 
Naturalmente gli studi in vitro sono limitati per l’impossibilità di ricreare 
quelle interazioni che si osservano nel modello in vivo. È quindi necessario 




 4.1 COLTURE PRIMARIE MESENCEFALICHE E STRIATALI 
Le colture primarie mesencefaliche e striatali sono ottenute da cellule 
progenitrici di embrioni di ratto o di topo.  
Le colture primarie mesencefaliche sono utili come modelli di neuroni 
mesencefalici poiché, come questi, sono in grado di produrre e rilasciare DA, 
inoltre esprimono il DAT sulla loro superficie, responsabile del re-uptake del 
neurotrasportatore. Per la loro somiglianza con i neuroni dopaminergici maturi, 
possono essere utili per studiare meccanismi che stanno alla base della 
degenerazione delle cellule neuronali ed anche per lo studio dei meccanismi che 
portano alla formazione di inclusioni citoplasmatiche simili a quelle che si 
osservano nella MdP.  
Queste cellule sono state utilizzate per studiare sia gli effetti di neurotossine 
(MPP+, rotenone) che di inibitori del proteasoma come lactacistina, epoxomicina 
(McNaught et al., 2002), confermandosi un buon modello sperimentale per indagini 
sui cambiamenti morfologici e per studio dei meccanismi biochimici e molecolari 
che si verificano nel neurone dopaminergico nel corso della MdP.  
Analogamente, per studiare gli effetti di queste sostanze sul sistema 
postsinaptico, vengono impiegate colture primarie striatali, costituite 
principalmente da cellule GABAergiche, che in vivo rappresentano proprio il target 
del neurone dopaminergico. Queste non sono in grado di sintetizzare DA, ma 
poiché esprimono recettori dopaminergici sulle loro membrane cellulari sono 
utilizzate per valutare gli effetti neurotossici che si osservano in vivo in seguito ad 
un massivo rilascio di DA, e per verificare se effettivamente la DA sia il 
modulatore degli effetti neurotossici indotti da sostanze d’abuso quali la 
metanfetamina.  
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 Come tutte le colture primarie hanno però lo svantaggio di non poter 
sopravvivere a lungo, e questo rende più difficile il loro utilizzo sperimentale 
rispetto alle linee cellulari immortalizzate.  
 
4.2 LINEE CELLULARI DOPAMINERGICHE: PC12 E NEUROBLASTOMI 
Per lo studio delle inclusioni citoplasmatiche possono essere utilizzate anche 
linee cellulari SH-SY5Y o SK-N-MC, ottenute da neuroblastoma umano, un 
tumore maligno della cresta neuronale per lo più infantile.  
Sono linee cellulari catecolaminergiche piuttosto indifferenziate, possono 
essere utili modelli di neuroni dopaminergici in quanto possiedono enzimi 
responsabili della sintesi delle catecolamine, l’isoforma A delle MAO e il DAT. 
Per le loro caratteristiche biochimiche possono essere utilizzate anche come 
modello di neurone colinergico. 
In diverse indagini è stato messo in evidenza che l’esposizione cronica di 
cellule SK-N-MC ad inibitori del complesso I mitocondriale, come il rotenone, 
provoca un danno ossidativo progressivo, un incremento dei livelli citoplasmatici 
di ubiquitina e α-sinucleina ed una conseguente formazione di aggregati 
intracellulari (Sherer et al., 2002).  
In cellule SH-SY5Y trasfettate in modo da esprimere α-sinucleina, sinfilina-1 
e parkina si osservano inclusioni eosinofile immunopositive per ubiquitina ed α-
sinucleina, che presentano strutture fibrillari e materiale granulare (Smith et al., 
2005). 
Allo stesso scopo possono essere utilizzate cellule PC12, una linea cellulare 
ottenuta da feocromocitoma di ratto, in cui si osservano corpi inclusi in seguito al 
trattamento con inibitori del complesso I mitocondriale, MPP+, anfetamine od 
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 inibitori del proteasoma. Questa è la linea cellulare utilizzata per lo svolgimento di 
questa tesi e sarà meglio descritta in seguito. 
Tutte queste linee cellulari, proprio perché immortalizzate, offrono il 
vantaggio di poter essere utilizzate più volte per gli esperimenti che vengono così 
condotti su una popolazione omogenea di cellule. 
 
 
5. ANFETAMINE E METANFETAMINA 
 
L’anfetamina e i suoi derivati, fanno parte di una famiglia di composti che 
presentano una struttura chimica comune, caratterizzata dalla presenza di un anello 
β-feniletilaminico. Da tempo si conoscono gli effetti tossici della metanfetamina 
(MA) e dei suoi derivati, tra i quali 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA), 









Le anfetamine, ed in particolare la MA, possono essere utilizzate come 
modello sperimentale per lo studio della MdP, in quanto, negli animali da 












 dopaminergici nigrostriatali, riproducendo così molte caratteristiche cliniche 
osservate nei pazienti.  
Il meccanismo d’azione attraverso il quale le anfetamine agiscono in vivo è 
costituito da tre effetti diversi: 
• causano il rilascio di DA da parte delle vescicole sinaptiche, che 
riversano il loro contenuto all’interno del terminale nervoso 
• determinano una rapida, ma reversibile, riduzione dell’attività del 
DAT 
• inibiscono le monoaminossidasi (MAO), gli enzimi responsabili della 
degradazione ossidativa della DA 
Questi effetti determinano un aumento notevole della concentrazione 
citoplasmatica di DA. Il DAT, deputato alla ricaptazione del neurotrasmettitore, 
inverte la direzione del trasporto provocando il release di DA dal terminale 
dopaminergico nel vallo sinaptico (Fleckenstein et al., 1997). Il risultato è una 
lesione dei terminali dopaminergici e la formazione di inclusioni 
intracitoplasmatiche a livello del corpo cellulare del neurone localizzato nella 
SNpc. Questi inclusi presentano alcune delle caratteristiche tipiche dei corpi di 
Lewy, risultano infatti positivi per vari componenti del sistema UP come 
ubiquitina, α-sinucleina, parkina, UCH-L1, proteine dello shock termico come 
HSP40 e HSP70 (Fornai et al., 2004).  
Tuttavia per la loro morfologia sono più simili a corpi autofagici, piuttosto 
che ai corpi di Lewy tipici delle malattie neurodegenerative, in quanto questi ultimi 
non risultano delimitati da membrane. Tali inclusioni, anche se presentano delle 
caratteristiche morfologicamente diverse dalle inclusioni descritte nella MdP, cioè i 
corpi di Lewy, contengono le stesse proteine, suggerendo che entrambe le 
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 formazioni siano prodotte da un meccanismo patogenetico comune in cui è 
coinvolto il sistema UP. 
La DA dunque svolge un ruolo fondamentale nella tossicità neuronale indotta 
da MA.  
Il primo meccanismo postulato di neurotossicità DA-mediata prevedeva che 
gli elevati livelli di DA extracellulari, prodotti dal trattamento anfetaminico, 
innescassero processi di auto-ossidazione della DA, con conseguente produzione di 
specie molecolari altamente reattive e stress ossidativo (Seiden and Vosmer, 1984). 
Ben presto fu però chiaro che lo stress ossidativo DA-dipendente doveva avere 
inizio già all’interno del terminale dopaminergico, dove l’equilibrio nella 
distribuzione intracellulare del pool di molecole di DA viene profondamente 
alterato dalle anfetamine (Cubells et al., 1994). 
In particolare, una volta entrate nel terminale dopaminergico sfruttando il 
trasportatore di membrana, le molecole anfetaminiche, parzialmente lipofile, sono 
in grado di penetrare all’interno di lisosomi, endosomi e vescicole sinaptiche, 
causando “swelling” osmotico, formazione di vacuoli e rilascio intracitosolico di 
DA. All’interno del citoplasma la DA non è più degradabile dalle MAO, anch’esse 
bloccate dalle anfetamine, pertanto può subire auto-ossidazione e portare ad una 
notevole produzione di H2O2, anione superossido (O2·ֿ), ione idrossido e chinoni 
tossici. 
Elevate concentrazioni di specie altamente reattive e radicali liberi all’interno 
del terminale nervoso, oltre a danneggiare svariate molecole del terminale stesso, 
possono interferire in vari modi con la produzione di ATP, inducendo degradazione 
mitocondriale e morte cellulare. 
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 D’altra parte, come suggerito da recenti studi, i mitocondri rappresentano i 
potenziali bersagli subcellulari diretti della MA. Infatti, sembra che la morte 
cellulare per apoptosi, prodotta da MA in colture neuronali, possa dipendere 
dall’interferenza diretta della MA con le funzioni mitocondriali e successiva 
attivazione della via delle caspasi (Lemasters et al., 1999). 
In ultima analisi, lo stress ossidativo sembra comunque essere il meccanismo 
finale con cui le anfetamine realizzano neurotossicità. Alla luce di ciò, non stupisce 
che trattamenti volti a ridurre la produzione di radicali liberi e/o a potenziare i 
sistemi antiossidanti cellulari possano risultare efficaci anche nel prevenire o 
ridurre la neurotossicità anfetaminica.  
Inoltre la formazione di prodotti altamente tossici tra DAQ e α-sinucleina può 
rappresentare un evento biochimico critico proprio nella MdP (Conway et al., 
2001; Sulzer, 2001). 
I neuroni dopaminergici sono particolarmente vulnerabili proprio perché 
contengono alti livelli di DA che in seguito ad uno stimolo, come nel caso della 
somministrazione di MA, viene rilasciata nel citosol e rapidamente metabolizzata. I 
suoi prodotti tossici alterano l’equilibrio metabolico della cellula, provocano 
l’aumento dei DAQ e le relative specie ossidanti alterano la struttura di proteine, 
fra cui l’α-sinucleina, che vanno a compromettere l’attività del sistema UP. Questo 
meccanismo sembra essere alla base della formazione di aggregati proteici 
intracellulari. 
Proprio l’utilizzo di un semplice modello sperimentale quale le colture 
cellulari sottoposte a trattamento con anfetamine, ha permesso di studiare, 
l’ultrastruttura di tali inclusioni ed i meccanismi che sono alla base della loro 
formazione.  
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 Infatti, potendo modulare in maniera farmacologica la disponibilità 
intracellulare di DA, riducendo o aumentando la sua concentrazione, si osservava 
una conseguente diminuzione o aumento nella formazione di inclusioni. 
Infatti la somministrazione di L-DOPA, precursore della DA, o la pargilina, 
un’inibitore delle MAO, incrementano la concentrazione di DA e la formazione di 
inclusi, mentre l’utilizzo di reserpina, un depletante delle vescicole dopaminergiche 
che permette di relisare all’esterno DA, impedisce la formazione di inclusi (Fornai 
et al., 2003). 
Il metabolismo della DA sembra essere una delle cause principali di stress 
ossidativo nelle cellule dopaminergiche, e alcuni suoi metaboliti interagiscono con 
l’α-sinucleina favorendo la formazione di protofibrille che poi si accumulano negli 




 SCOPO DELLO STUDIO 
 
 
Il razionale di questo studio deriva dai risultati ottenuti in vivo su topi trattati con 
MA (Fornai et al., 2004), in cui si osservava la formazione di inclusioni neuronali 
intracellulari a livello della SNpc e dello striato, in virtù dei quali abbiamo deciso 
di utilizzare un modello in vitro con cellule PC12, allo scopo di esaminare più 
dettagliatamente i meccanismi che portano alla formazione di tali inclusi.  
Le cellule sono state trattate con MA in maniera dose e tempo dipendente in 
modo da selezionare dei paramentri che ci permettessero di ottenere la maggior 
quantità di cellule con inclusi e il maggior numero di inclusi per cellula.  
Per la prima volta, la coltura cellulare esposta a MA (1 µM, per 3 giorni), è 
stata frazionata per mezzo di centrifugazioni differenziali allo scopo di analizzare 
gli inclusi in un sistema relativamente puro. Le centrifugazioni differenziali hanno 
anche permesso di individuare diversi stadi maturativi degli inclusi nelle varie 
frazioni ed all’interno della stessa frazione. Sono stati scelti dei parametri 
qualitativi per discriminare lo stadio morfologico prevalente in ciascuna di esse. 
Tali inclusioni sono state poi sottoposte, per mezzo della microscopia 
elettronica a scansione, ad un’analisi strutturale tridimensionale (3D). 
Infine sono stati effettuati studi di immunoblotting per valutare la presenza e 
una eventuale variazione di espressione dell’ubiquitina o dell’α-sinucleina nelle 
varie frazioni. 
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 MATERIALI E METODI 
 
 
1. COLTURE CELLULARI 
 
La linea di cellule PC12 utilizzate nel nostro studio è stata ottenuta 
dall’American Type Culture Collection (ATCC).  
Le cellule sono state coltivate nel mezzo di coltura RPMI 1640 aggiungendo 
il 10% di horse serum (HS) inattivato al calore, il 5% di siero fetale bovino (FBS), 
penicillina (50 IU/ml) e streptomicina (50 mg/ml). Le cellule sono state coltivate in 
fiasche per colture cellulari da 75 cm2 e mantenute a 37°C in un incubatore 
umidificato contenente il 5% di CO2.  
Il mezzo di coltura è stato cambiato ogni 3 giorni e le cellule sono state 
mantenute nelle condizioni sopra descritte fino al momento del loro impiego. Le 
cellule sono state utilizzate per gli esperimenti quando si trovavano in fase di 
crescita logaritmica. 
Prima di ogni trattamento le cellule sono state seminate in piastre da 100 mm 
ad una densità di 10x106 cellule in un volume finale di 5 ml per il frazionamento, in 
piastre da 6 pozzetti ad una densità di 5x104 cellule per la microscopia elettronica a 
trasmissione, 2x106 cellule per pozzetto in un volume finale di 2 ml per la 
microscopia elettronica a scansione e per l’analisi di western blot. Successivamente 
le cellule sono state incubate a 37°C in 5% di CO2 per ulteriori 72 ore.  
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 2. TRATTAMENTI FARMACOLOGICI  
 
Per la valutazione dose-risposta le cellule sono state trattate con dosi 
crescenti di MA (10-3-1 µM), mentre il tempo d’esposizione veniva mantenuto 
costante a 24 ore. 
Per lo studio tempo-dipendenza le cellule sono state esposte ad una dose fissa 
di MA (1µM), per diversi intervalli di tempo (4, 12, 24, 72 e 168 ore). Alla fine dei 
trattamenti, le PC12 sono state raccolte, centrifugate a 1000 g per 5 minuti, e 
processate per la microscopia elettronica.  
Infine per gli studi sulle frazioni cellulari sono stati selezionati la dose di MA 
(1µM) e il tempo (72 ore), ai quali si ottiene il maggior numero di inclusioni, in 
modo da avere i campioni più puri possibile. 
 
3. MICROSCOPIA ELETTRONICA 
 
Microscopia elettronica a trasmissione 
Le colture cellulari sono state centrifugate a 1000 g per 5 minuti, fissate in 
tampone fosfato 1 M contenente 2% di paraformaldeide e 0,1% di glutaraldeide per 
1 ora e 30 minuti, queste due aldeidi permettono la fissazione della componente 
proteica.  
Dopo lavaggi nello stesso tampone è stata effettuata una post fissazione con 
OsO4 1% (Electron Microscope Sciences, Hatfield, PA, USA) in tampone fosfato 
per 1 ora e 30 minuti a 4°C. Il tetrossido di osmio è in grado di fissare la 
componente lipidica, quindi soprattutto le membrane cellulari. È un fissativo 
largamente utilizzato in microscopia elettronica poiché si adatta bene all’esigenza 
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 di preservare i dettagli ultrastrutturali, limitando eventuali modificazioni introdotte 
durante le successive fasi di disidratazione e inclusione. 
Successivamente sono state effettuate una serie di disidratazioni con alcool 
etilico a concentrazioni crescenti, in seguito i campioni sono stati mantenuti per 15 
minuti in ossido di propilene, overnight in una miscela di ossido di propilene e 
resina epossidica in proporzione 1:1, infine inclusi in Epon-Araldite (Fluka-Sigma, 
Svizzera). La polimerizzazione della resina è stata effettuata trasferendo i campioni 
in stufa (60°C) per 3 giorni. 
Successivamente i campioni cellulari per la microscopia elettronica sono stati 
piramidati e con l’ausilio di un ultramicrotomo a lame di diamante, sono state 
ottenute sezioni ultrafini (circa 40 nm di spessore), che sono state raccolte su retini 
di nichel. Le sezioni sono state poi contrastate con acetato di uranile e citrato di 
piombo e infine esaminate al microscopio elettronico a trasmissione Jeol Jem 
100SX (Jeol, Tokyo, Giappone). 
Per le indagini immunocitochimiche i pellet cellulari sono stati processati 
come descritto precedentemente per la microscopia elettronica a trasmissione 
(TEM), eccetto che per la contrastazione che è stata effettuata dopo 
l’immunomarcatura.  
Sezioni ultrafini di campione sono state raccolte su retini di nichel e trattate 
come segue: 
1) etching in sodio metaperiodato (NaIO4 soluzione satura in acqua 
distillata) a temperatura ambiente per 30 minuti in camera umida 
2) 3 lavaggi in PBS ciascuno di 10 minuti 
3) blocco dei siti antigenici aspecifici con soluzione di goat-serum al 10% e 
saponina allo 0,2% in PBS per 20 minuti 
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 4) incubazione con anticorpo primario in soluzione contenente goat-serum 
1%, saponina allo 0,2% in PBS overnight a 4 °C in camera umida  
5) 3 lavaggi in PBS ciascuno di 10 minuti 
6) Incubazione con anticorpo secondario coniugato a particelle d’oro, che 
possono avere il diametro di 10, 20 o 30 nm, in una soluzione contenente 
goat-serum all’ 1%, saponina allo 0,2% in PBS per 1 ora a temperatura 
ambiente. 
7) 3 lavaggi in PBS ciascuno di 10 minuti  
8) fissazione con glutaraldeide all’1% in PBS per 3 minuti 
9) lavaggio in acqua distillata per 5 minuti 
10) contrastazione con acetato di uranile e citrato di piombo 
Gli anticorpi che sono stati utilizzati sono: anti-α-sinucleina (sviluppata in 
topo), anti-ubiquitina (sviluppata in coniglio) e anti-proteasoma 20S (sviluppato in 
topo), le diluizioni per tutti e tre i primari sono state di 1:10, mentre per i secondari 
1:10 per gli anticorpi anti-topo e 1:20 per gli anti-coniglio. 
Per la doppia marcatura α-sinucleina e ubiquitina abbiamo incubato le sezioni 
contemporaneamente nei due anticorpi, come sistema di rivelazione abbiamo 
utilizzato anticorpi secondari legati a particelle d’oro con diametro diverso: 10 nm 
per l’α-sinucleina e 20 nm per l’ubiquitina. 
 
 
Microscopia elettronica a scansione  
Per analizzare più a fondo la morfologia 3D delle inclusioni neuronali indotte 
in seguito a MA nelle cellule PC12, gli inclusi citoplasmatici sono stati analizzati, 
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 per la prima volta, per mezzo della microscopia elettronica a scansione (HRSEM). 
Le immagini degli whorls ottenute con questa tecnica, sono state confrontate con 
quelle standard osservate, per mezzo della microscopia elettronica a trasmissione 
(TEM) nelle stesse cellule PC12. I campioni che dovevano essere sottoposti sia alla 
TEM che alla HRSEM, sono stati presi dalle stesse piastre di coltura. In breve, le 
PC12 sono state centrifugate come descritto precedentemente e i pellets sono stati 
fissati con paraformaldeide allo 0,5% e glutaraldeide allo 0,5% in un tampone di 
cacodilato 0,1 M (pH 7,2), successivamente sono state lavate in PBS e post-fissate 
in 1% OsO4-1.25% K4Fe(CN)6 in acqua distillata al buio a 4°C. I campioni sono 
stati ulteriormente lavati in PBS e immersi in agarosio al 4% (Sigma, type III) in 
acqua distillata a 40°C e posti successivamente a solidificare a 4°C.  
Il blocco di campione così ottenuto, è stato immerso in una soluzione 
contenente DMSO per circa 90 minuti, allo scopo di crioproteggere il campione. I 
blocchetti sono stati successivamente frantumati con N2 liquido; dopo ulteriori 
lavaggi in PBS, sono stati macerati in PBS contenente OsO4 allo 0.1% per 50 
minuti a 25° C e, dopo un lavaggio finale, sono stati disidratati in una serie di 
acetoni, e sottoposti ad essiccamento con CO2. Successivamente, i campioni sono 
ricoperti con platino (2 nm) per mezzo di un apparato Emitech 575 turbo sputtering 
ed osservati con un microscopio FE Hitachi S4000 a 15-20 kV. 
 
4. CENTRIFUGAZIONE DIFFERENZIALE  
 
Mediante centrifugazioni differenziali si è cercato di ottenere i campioni più 
puri possibile. In questo tipo di centrifugazione il materiale cellulare viene separato 
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 in un certo numero di frazioni per centrifugazioni successive, aumentando ad ogni 
passaggio il valore di campo centrifugo applicato.  
In particolare, cellule PC12 trattate con MA 1 µM per 3 giorni, dose e tempo 
ai quali si ottiene il maggior numero di inclusi per cellula, sono state private del 
mezzo di coltura dopo blanda centrifugazione.  
Una parte del pellet ottenuto è stato prelevato e processato per la microscopia 
elettronica, la restante parte è stata risospesa nel tampone A (saccarosio 0,25 M, 
EDTA 3mM a pH 7.4 in H2O) per essere successivamente preparata per le 
centrifugazioni differenziali.  
La lisi cellulare è stata effettuata prima con metodi fisici, in particolare per 
shock termico, effettuando 10 cicli di congelamento e scongelamento, poi con 
metodi meccanici, mediante l’utilizzo del dounce.  
Si sono effettuate infine una serie di centrifugazioni in modo da ottenere 
diverse frazioni cellulari, il sovranatante veniva di volta in volta recuperato e 
sottoposto alla centrifugazione successiva: 
Frazione 1: pellet ottenuto centrifugando a 200 g per 10 minuti, contiene 
principalmente cellule rotte (frazione cellulare). 
Frazione 2: pellet ottenuto centrifugando a 2000 g per 10 minuti, contiene 
soprattutto nuclei (frazione nucleare). 
Frazione 3: pellet ottenuto dopo centrifugazione a 12000 g per 20 minuti, 
(frazione mitocondriale). 
Frazione 4: pellet ottenuto centrifugando a 20000 g per 1 ora, (frazione 
microsomiale). 
Ogni frazione così ottenuta viene processata per la TEM per ricercare e 




5. PARAMETRI PER LA VALUTAZIONE DEGLI STADI 
MATURATIVI DEGLI INCLUSI  
 
Le osservazioni al microscopio elettronico nell’ambito degli studi di tempo-
dipendendenza hanno messo in evidenza inclusioni in diversi stadi maturativi.  
In base alla struttura morfologica presentata da tali inclusi, abbiamo scelto di 
dividerli in 3 gruppi. Gli inclusi che presentavano una struttura multilamellare, 
sono stati considerati come stadio iniziale (stadio 1), gli inclusi che presentavano 
un core elettrondenso ancora avvolto da membrane come stadio 2, infine, gli 
inclusi in cui le membrane non erano più evidenti come appartenenti allo stadio 3. 
 
 
6. CONTEGGIO DEGLI INCLUSI 
 
Il numero di cellule che presentavano inclusi e il numero di inclusi per cellula 
è stato rilevato mediante microfotografie a 4000 ingrandimenti, su un totale di 1000 
cellule sia di controllo che trattate. I dati numerici così ottenuti sono stati analizzati 
con l’ANOVA. Il metodo ANOVA permette infatti di investigare l’effetto della 
variazione dei fattori sulla variabilità dei risultati sperimentali del sistema sotto 
osservazione, determinando quale variazione è imputabile ai fattori stessi e quale 
ad effetti casuali.  
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 7. ANALISI DI IMMUNOBLOTTING  
 
Dopo trattamento con MA alla concentrazione di 1 µM a vari tempi 
d’esposizione (4, 12, 24, 72 e 168 ore), le cellule PC12 sono state sottoposte ad un 
serie di centrifugazioni per la separazione in frazioni come descritto 
precedentemente. Successivamente i pellets ottenuti da cellule intere e da ogni 
singola frazione cellulare sono stati sospesi in 500 µl di un tampone di lisi 
contenente Triton-X (Tris HCl 10 mM, pH 7.4 , NaCl 150 mM, 1% Triton-X 100 
mM, EDTA 1mM, 10% glicerolo, PMSF 1mM, leupeptina 10µg/ml, pepstatina 
10µg/ml, aprotinina 10µg/ml). I lisati sono stati centrifugati a 10.000 g per 10 
minuti e il sovranatante utilizzato per l’analisi di western blot.  
Per misurare la quantità totale di proteine è stato utilizzato un kit (Sigma) 
basato sul metodo di Lowry. 
Un volume dello stesso campione corrispondente a 60 µg di proteine è stato 
sottoposto ad elettroforesi su gel di poliacrilamide (SDS-PAGE, 12% acrylamide) 
che permette la separazione delle proteine in base alle loro dimensioni. I campioni 
da separare vengono innanzitutto bolliti per 3 minuti in un tampone (sample buffer) 
contenete sodio dodecilsolfato (SDS) e β-mercaptoetanolo. Il β-mercaptoetanolo 
riduce i ponti disolfuro eventualmente presenti nelle proteine, destabilizzando la 
loro struttura terziaria, mentre l’SDS, un detergente anionico, si lega fortemente 
alle proteine provocando la loro denaturazione. A ciascuna proteina si legano 
diverse molecole di SDS, che mascherano le eventuali cariche presenti e le 
conferiscono una carica netta negativa. una volta caricati i campioni sul gel, viene 
fatta passare corrente e le proteine migrano tutte verso il polo positivo, separandosi 
in base alle dimensioni. 
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 Le proteine separate sono state trasferite su una membrana di nitrocellulosa 
(Millipore) la quale è stata immersa in una blocking solution (5 % not fat dried 
milk e Tween-20 allo 0,05% in PBS) a 4°C per 3 ore su di un agitatore orbitale.  
Successivamente la membrana è stata incubata con l’anticorpo primario anti-
ubiquitina (1:400, Sigma) o anti α-sinucleina (1:200, gentilmente donatoci da Dr. 
Thomas C Sudhof) overnight a 4°C.  
La membrana è stata poi lavata e incubata con anticorpo secondario legato 
alla perossidasi (1:1000 e 1:500 rispettivamente, per 1 ora a 4°C).  
Le bande immunoreattive corrispondenti alla proteina indagata, erano 
visualizzate esponendo successivamente tale membrana a H2O2 e luminolo, un 
substrato chemioluminescente. In presenza di H2O2, la perossidasi ossida il 
luminolo con produzione di chemioluminescenza che viene rilevata esponendo la 





1. STUDI DI DOSE E TEMPO DIPENDENZA 
 
Il trattamento con metanfetamina determina la comparsa di inclusioni 
citoplasmatiche in cellule PC12, in maniera dose e tempo dipendente. La figura 1 
mostra l’aumento del numero di inclusi in seguito all’esposizione delle cellule a 
dosi crescenti di MA per 24 ore (Fig. 1a).  
 
Dose-dipendenza: numero di inclusioni per cellula 
Dose (µM) 






















Figura 1a : Numero di inclusioni per cellula in funzione di dosi crescenti di MA 
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 Il numero di inclusioni in ciascuna cellula non varia molto a basse dosi, 
mentre aumenta notevolmente alla dose 1µM. In base a questo risultato è stato 
effettuato uno studio tempo-dipendente: abbiamo esposto le cellule ad una dose 
fissa di MA (1µM) per tempi diversi (Fig. 10b).  
 La formazione di inclusi avviene in maniera piuttosto rapida, infatti già 
dopo 4 ore di esposizione buona parte della popolazione cellulare presa in esame 
presenta inclusioni citoplasmatiche, e dopo 12-24 ore di esposizione quasi tutte le 
cellule osservate mostrano un numero variabile corpi inclusi (Fig. 1b). 
Si è poi passati ad osservare eventuali variazioni del numero di inclusi 
all’interno di ogni singola cellula. Dalle immagini di microscopia elettronica a 
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 trasmissione si rileva che il maggior numero di inclusioni si ottiene dopo 72 ore, 
mentre a tempi inferiori gli inclusi sono poco numerosi, come si può osservare 








Figura 2a: L’immagine di microscopia elettronica mostra la sezione trasversale di una 
cellula 4 ore dopo trattamento con 1µM di MA con rare inclusioni citoplasmatiche. 
 
Come si può notare dalla figura 2c, dopo 72 ore il citoplasma è quasi 










Figura 2b: Immagini di microscopia elettronica a trasmissione di sezioni trasversali di 
cellule PC12 dopo esposizione per 72 ore alla dose di 1 µM di MA. Si nota il citoplasma 
completamente riempito dalle inclusioni che appaiono particolarmente elettrondense  
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 Prendendo in esame soltanto le cellule che mostravano inclusioni, è stato 
effettuato un conteggio degli inclusi in esse contenute. I dati ottenuti confermano 
un incremento tempo-dipendente della quantità di corpi inclusi presenti in ogni 
singola cellula (Fig. 3). 
Tempo-dipendenza: numero di inclusi per cellula 
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Figura 3:  Il grafico mostra la concentrazione di inclusioni per cellula in funzione del 
tempo alla dose di 1 µM di MA. 
 
 
Dopo 4-12 ore di esposizione si osserva un leggero aumento del numero di 
usi (Fig. 3), mentre dopo 72 ore gli inclusi risultano più che raddoppiati.  
In conclusione abbiamo stabilito che il trattamento migliore per ottenere la 
gior concentrazione possibile di inclusioni prevedeva la dose di 1 µM di MA e 
re di esposizione. 
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 2. VALUTAZIONI MORFOLOGICHE 
 
A tempi diversi si osserva una variazione non solo del numero di inclusi, ma 
anche una diversa morfologia degli inclusi stessi (Fig.4), che coesistono anche 
all’interno della stessa cellula. 
 
Sulla base di queste osservazioni abbiamo valutato l’evoluzione strutturale 
degli inclusi in funzione del tempo. Da questi studi è emerso che: 
72 ore (b) 
  168 ore (c) 24 ore (a) 
Figura 4: Immagine di microscopia elettronica a trasmissione degli inclusi  indotti da 
MA alla dose di 1µM a tempi di esposizione diversi. Notare che a tempi precoci le 
inclusioni presentano strati multilamellari concentrici (a), con l’avanzare del tempo si 
osserva la progressiva fusione degli strati e la formazione di un core elettrondenso (b,c) 
• all’inizio gli inclusi presentano un complesso di multimembrane concentriche 
(Fig. 4a) 
• successivamente le membrane tendono a fondersi (Fig. 4b) 
• infine si perde la struttura membranosa e gli inclusi assumono un aspetto simile 
ai corpi di Lewy, contraddistinto da un core elettrondenso (Fig. 4c) 
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 Per una analisi morfologica più approfondita, gli inclusi citoplasmatici, 
ottenuti dopo esposizione a MA (1µM), sono stati osservati anche al microscopio 
elettronico a scansione. Le immagini bidimensionali e tridimensionali degli inclusi 
nelle varie fasi maturative, ottenute rispettivamente col microscopio elettronico a 




















Figura 5: Immagine di microscopia elettronica a trasmissione (a) di un incluso ad 
uno stadio maturativo iniziale, notare la perfetta sovrapposizione con l’immagine di 
microscopia elettronica a scansione dove è possibile apprezzare tridimensionalmente 
le membrane (b). 
  
a b
Figura 6: Immagine di microscopia elettronica a trasmissione (a) di un incluso ad 
uno stadio  più avanzato, in cui la compattazione delle membrane è confermata anche 
dall’immagine di microscopia elettronica a scansione di un simile incluso (b). 
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 3. ANALISI DELLE FRAZIONI CELLULARI 
 
Per la caratterizzazione ultrastrutturale delle inclusioni è stata selezionata la 
dose di MA (1 µM) ed il tempo di esposizione (72 ore), ai quali si ottiene il 
maggior numero di cellule con inclusi e la più alta quantità di inclusi per cellula. In 
queste condizioni, quasi l’intera popolazione cellulare presenta inclusioni in diversi 
stadi maturativi. 
Dall’osservazione dei campioni ottenuti per centrifugazioni differenziali è 
emersa una diversa distribuzione degli inclusi nelle varie frazioni (Fig. 7a). 
 
 
Come si può notare dal grafico, la maggior quantità di inclusi si osserva nella 
frazione 3 (frazione mitocondriale), mentre sono praticamente assenti nella frazione 
1. 
Densità degli aggregati nelle diverse frazioni  
** p<0.05 frazione 3 vs frazione 1, 2  e 4  





Frazione delle cellule d nneggiate (1) a
Frazione Nucleare (2)  
Frazione Mitocondriale (3) 











Figura 7a: Il grafico mostra la distribuzione delle inclusioni ai diversi stadi maturativi 
nelle diverse frazioni. 
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 Sono stati quindi stabiliti dei parametri morfologici per la valutazione degli 
stadi maturativi degli inclusi, in modo da poterli classificare.  
Dall’analisi morfologica si è evidenziata una differente distribuzione dei vari 
stadi maturativi all’interno delle varie frazioni (Fig. 7b). Gli inclusi ancora 
immaturi, definiti stadio 1, sono prevalenti nella frazione 4 (microsomiale), lo 
stadio 2 è predominante nella frazione 2, mentre lo stadio 3 è maggiormente 
diffuso nella frazione nucleare e microsomiale e poco diffuso nella frazione 
mitocondriale. 
 
stadio 1 stadio 2 stadio 3
75 
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** p<0.05 stadio 1 vs stadio 2 e 3 
*p<0.05 stadio 3 vs stadio 1 e 2  
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stadio 3 **p<0.05 stadio 3 vs stadio 2  
* p<0.05 stadio 1 vs stadio 2 
Figura 7b: distribuzione delle inclusioni ai diversi stadi maturativi nelle varie 
frazioni. 
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 4. ANALISI IMMUNOCITOCHIMICA 
 
Le inclusioni si marcano per antigeni specifici dei corpi di Lewy come α-
sinucleina e ubiquitina. L’α-sinucleina tende a disporsi ai margini del corpo incluso 










Ad ulteriore dimostrazione è stata eseguita una doppia marcatura con 
anticorpi anti α-sinucleina e anti ubiquitina con cui è stata confermata la 










Figura 8: Immagini di immuno microscopia elettronica a trasmissione per la 
localizzazione dell’α-sinucleina (a). La freccia indica l’immunomarcatura per l’ubiquitina 
(b) in un incluso che ingloba un mitocondrio. 
Figura 9: Immagine al microscopio elettronico a trasmissione di marcatura 
immunocitochimica: co-localizzazione di ubiquitina (punte di freccia, particelle 
di Au di 20 nm) e α-sinucleina (freccia, particelle di Au di 10 nm). 
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 Gli inclusi presentano anche una immunomarcatura per il complesso 
catalitico 20S del proteasoma (Fig. 10), sistema deputato alla degradazione di 
proteine alterate. L’inibizione di tale sistema sembra rappresentare una tappa 
fondamentale nella catena di eventi che portano alla degenerazione selettiva di 
neuroni dopaminergici, come dimostrato in modelli sperimentali ottenuti con 













Figura 10: Immunoelettromicroscopia per il complesso catalitico 20S del 
proteasoma. La figura (b) mostra un incluso con all’interno vestigia mitocondriali. 
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 5. ANALISI DI IMMUNOBLOTTING 
 
Sono state eseguite analisi di immunoblotting per valutare una eventuale 














La banda osservata a 8 kDa è dovuta a monomeri di ubiquitina, mentre le 
altre, a pesi molecolari maggiori, si pensa siano da attribuire a catene di 
poliubiquitina, o comunque a molecole di ubiquitina coniugate con altre proteine 
(Fig. 18a). Dopo trattamento con MA in ogni frazione si osserva una diminuzione 
della quantità di ubiquitina libera rispetto al controllo (Fig. 11b), questo dato, 
integrato con i risultati ottenuti precedentemente dalle indagini di microscopia 
elettronica, suggerisce un accumulo di questa proteina all’interno degli inclusi. 
C2 M2 C3 M3 
a 
Ci: cellule intere di controllo 
Mi: cellule intere trattate con MA 
C2: frazione nucleare di controllo 
M2: frazione nucleare da cellule 
trattate con MA 
C3: frazione mitocondriale di 
controllo 
M3: frazione mitocondriale da 
cellule trattate con MA 
8 kDa 
C2 M2 C3 Ci Mi M3 
8 kDa b 
Figura 11a,b: Immunoblot per l’ubiquitina su PC12 intere e frazioni, trattate con 
MA 1µM per 72 ore 
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 L’immunoblot per α-sinucleina mostra una riduzione della quantità di 
proteina nella frazione nucleare e nelle cellule intere rispetto al controllo. Invece, la 
frazione mitocondriale, che contiene il maggior numero di inclusi, mostra al 









Questi dati sono in linea con i risultati ottenuti dall’immunocitochimica che 
indicavano la presenza della proteina nelle inclusioni citoplasmatiche. Infatti, dopo 
trattamento con MA, l’α-sinucleina, normalmente presente nelle cellule, tende ad 
aggregarsi ed accumularsi all’interno degli inclusi, ed è quindi maggiormente 
presente nella frazione 3, dove questi sono più concentrati. 
 
 
Ci Mi C2 M2 C3 M3 
Figura 12 :Immunoblot per l’α-sinucleina su cellule e frazioni cellulari trattate con 
MA 1µM per 72 ore e rispettivi controlli (C= controllo; M= trattato con MA; i= 





I risultati di questo studio confermano la capacità della MA di indurre 
inclusioni citoplasmatiche in colture cellulari di PC12. 
Le inclusioni ottenute presentano caratteristiche analoghe a quelle osservate 
in vivo (Fornai et al., 2004) ed in colture di neuroni mesencefalici (Cubells et al., 
1994) dopo trattamento con MA.  Infatti all’analisi ultrastrutturale, si osservano le 
strutture multilamellari con un aspetto a spirale e la presenza di membrane che 
delimitano questi inclusi tipiche dei corpi autofagici.  
L’aspetto degli inclusi varia in maniera tempo-dipendente come abbiamo 
evidenziato in questo studio con una progressione, attraverso forme intermedie, in 
inclusioni caratterizzate da core elettrondenso e dall’assenza degli strati 
membranosi. Questi probabilmente, fondendosi tra di loro, determinano una 
struttura molto compatta in cui non è più possibile distinguere le membrane. Tale 
struttura osservata bidimensionalmente per mezzo della TEM viene confermata, 
per la prima volta, dall’osservazione tridimensionale degli inclusi dopo 
macerazione osmica, preparazione che consente l’osservazione al microscopio 
elettronico a scansione degli organuli intracellulari. 
Questo risultato è in linea con l’ipotesi che anche i corpi di Lewy possano 
maturare nel corso del tempo fino a raggiungere la loro conformazione classica, 
come descritto in studi post mortem effettuati su pazienti affetti da MdP (Gai et al., 
2000). 
Nel nostro studio si descrive inoltre come diversi tipi morfologici di inclusi si 
distribuiscano diversamente nelle frazioni cellulari. Il maggior numero di inclusioni 
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 si osservano nella frazione mitocondriale, nella quale le inclusioni più 
rappresentate appartengono allo stadio 2, mentre le inclusioni di stadio 1 sono 
osservabili in numero maggiore nella frazione microsomiale e quelle di stadio 3 sia 
in quella nucleare che in quella microsomiale. Quest’ultimo dato fa ipotizzare che 
la progressiva perdita delle membrane provochi una compattazione che non è 
direttamente proporzionale ad una densità maggiore e che, pertanto, allo stadio 3 
appartenga una popolazione eterogenea di inclusi con diversi gradi di densità e 
dimensioni. Questo suggerisce l’ipotesi che durante il processo di compattazione 
alcuni inclusi perdano del materiale e ciò li renda in qualche modo meno densi e 
quindi reperibili nella frazione microsomiale. 
All’esame ultrastrutturale ed antigenico gli inclusi della frazione 
mitocondriale presentano un core che contiene residui mitocondriali e si marcano 
per l’α-sinucleina ma non per l’ubiquitina, in linea con i risultati ottenuti da 
Gomez-Tortosa e Collaboratori (Gomez-Tortosa et al., 2000) in pazienti 
parkinsoniani. Ad uno stadio più maturo, le inclusioni della frazione mitocondriale 
presentano una marcatura sia per l’ubiquitina che per l’α-sinucleina; inoltre, 
similmente a quanto accade nella MdP, l’immunomarcatura per i diversi antigeni 
ha una localizzazione differenziale essendo periferica per l’α-sinucleina e 
localizzata nel core centrale per l’ubiquitina.  
I risultati che abbiamo ottenuto tramite indagini di immunoblotting hanno 
evidenziato che il pattern d’espressione dei monomeri di ubiquitina cambia nelle 
varie frazioni dopo trattamento con MA. La presenza di pesi molecolari variabili e 
multipli per l’ubiquitina fa supporre di avere nel nostro campione catene di 
poliubiquitina o proteine poliubiquitinate, che andrebbero a collocarsi proprio 
all’interno delle inclusioni di cui la frazione mitocondriale è particolarmente ricca. 
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 Tra le possibili proteine poliubiquitinate c’è sicuramente l’α-sinucleina che, 
dall’analisi di immunoblotting, risulta particolarmente espressa proprio nella 
frazione mitocondriale.  
Le proteine, una volta poliubiquitinate, vengono veicolate verso il 
proteasoma per la degradazione e i nostri dati di immonoelettromicroscopia hanno 
evidenziato che le inclusioni della frazione mitocondriale si marcano per il 
complesso 20S del proteasoma. Questo dato suggerisce che le inclusioni 
citoplasmatiche MA-dipendenti, presenti nelle PC12, possano essere il sito di 
accumulo di proteine come l’α-sinucleina, probabilmente alterata, quindi 
poliubiquitinata e veicolata verso il proteasoma per essere degradata. 
Il ruolo del sistema UP nel processo di formazione delle inclusioni neuronali 
e nella fisiopatologia della MdP è confermato da numerose evidenze sperimentali e 
da studi genetici. Infatti, mutazioni di proteine che appartengono alla via UP o che 
sono specifici substrati dell’attività proteolitica di tale sistema risultano associate a 
varie forme ereditarie di MdP (Polymeropoulos et al., 1997; Kruger et al., 1998; 
Kitada et al., 1998; Zarranz et al., 2004), così come una significativa riduzione 
dell’attività del proteasoma è stata ritrovata nei neuroni nigrali residui di pazienti 
con MdP di tipo idiopatico (McNaught et al., 2002). Studi sperimentali hanno 
dimostrato che l’inibizione dell’attività del proteasoma provoca la degenerazione 
selettiva dei neuroni dopaminergici nigrali e la formazione di inclusioni neuronali. 
Questo effetto è stato osservato sia in seguito all’inibizione diretta del sistema UP, 
causata dall’utilizzo di inibitori specifici di una o più attività enzimatiche del 
proteasoma (McNaught et al., 2002; Fornai et al., 2004), sia in conseguenza di una 
riduzione dell’attività del sistema ottenuta indirettamente per mezzo della 
produzione di un eccesso di substrato (Fornai et al., 2004) o per carenza di ATP.  
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 Tuttavia, anche altri sistemi proteolitici cellulari, come i lisosomi e i vacuoli 
autofagici sono coinvolti in alcune fasi del processo di formazione degli inclusi. 
Infatti, l’ubiquitina e proteine ubiquitinate sono state ritrovate all’interno di 
lisosomi e la formazione di autofagosomi è stata ipotizzata all’origine della 
formazione delle inclusioni osservate dopo trattamento con MA (Cubells et al., 
1994). Anche la via lisosomiale sembra essere coinvolta nella formazione dei corpi 
inclusi, poiché in modelli sperimentali di MdP sono state ritrovate inclusioni nigrali 
α-synucleina positive anche in associazione a granuli di lipofuscina.  
E’ stato infatti ipotizzato che l’aggregazione di α-sinucleina alterata possa 
interagire con le membrane mitocondriali provocando il danneggiamento della 
funzione mitocondriale stessa. Tale ipotesi trova conferma anche nel fatto che 
pazienti parkinsoniani hanno un’attività ridotta del complesso I della catena 
mitocondriale (Sherer et al., 2002).  
Studi recenti hanno suggerito che i mitocondri potrebbero rappresentare 
potenziali bersagli subcellulari diretti della MA (Lemasters et al., 1999), tuttavia 
questo effetto, e la formazione delle inclusioni da esso derivante, potrebbe 
prevedere anche il coinvolgimento del sistema UP. Infatti, il reticolo 
endoplasmatico liscio (REL), in presenza di mitocondri alterati, potrebbe inglobare 
tali strutture e consentire al sistema UP, localizzato sulle membrane del reticolo, di 
svolgere la sua funzione di degradazione. 
La struttura finale delle inclusioni MA-dipendenti suggerisce che alla base di 
tale fenomeno ci possa essere un processo multi-step, in cui un meccanismo iniziale 
scatena una risposta biologica che porta alla formazione degli inclusi.  
E’ stato inoltre dimostrato che la tossicità della MA sui neuroni 
dopaminergici è mediata dallo stress ossidativo e dalla produzione di specie 
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 reattive dell’ossigeno (ROS) (Fornai et al., 2004) le quali vengono aumentate dalla 
stessa DA endogena (Fornai et al., 2003; Fornai et al., 2004). 
La produzione di stress ossidativo e di ROS sembra implicata anche nella 
formazione delle inclusioni intracellulari, probabilmente causando proprio un 
danno alle proteine cellulari, porterebbe ad un eccesso di proteine alterate che, a 
loro volta, potrebbero inibire per eccesso di substrato l’attività catalitica del sistema 
UP. Tra le proteine ritenute più vulnerabili all’azione dello stress ossidativo c’è 
proprio l’α-sinucleina (Cubells et al., 1994).  
Inoltre, è stato recentemente dimostrato che abusatori di MA presentano 
inclusioni all’interno dei neuroni dopaminergici della substantia nigra. In presenza 
di uno stimolo tossico persistente sembra verificarsi un progressivo accumulo e 
segregazione delle proteine danneggiate in una porzione ristretta all’interno della 
cellula, e questo indurrebbe la precipitazione di aggregati proteinacei come 
inclusioni intracellulari (Fornai et al., 2004).  
Pertanto sembra che l’effetto tossico indotto da accumulo di substrati, che in 
condizioni fisiologiche vengono degradati, porti ad una compromissione delle 
funzioni cellulari tale da indurre la morte della cellula stessa (Fornai et al., 2004). 
Questa ipotesi è confermata dall’evidenza che i corpi di Lewy nigrali, nella 
MdP, sono presenti proprio in quei neuroni che sopravvivono alla 
neurodegenerazione.  
In questo modo le inclusioni potrebbero essere considerate un meccanismo di 
difesa, che interviene quando sono presenti nelle cellule alti livelli di proteine 
alterate. L’intensità e/o la persistenza dello stimolo tossico sono fattori critici per 
far sì che la cellula evolva o verso la morte cellulare oppure che si inneschi il 
processo che porta alla formazione di inclusi.  
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 Pertanto dal nostro studio possiamo concludere che: 
Le inclusioni osservate: 
1) mostrano forti analogie con i corpi di Lewy; 
2) sono immunopositivi per l’α-sinucleina e l’ubiquitina, 
3) mostrano una maturazione progressiva tempo e dose dipendente, 
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